Development of formulation and application of Bacillus subtilis for controlling soft rot disease of Chinese mustard by จิตมนัส, นิกาจิ๊
   
จิตมนสั  นิกาจ๊ิ : การพฒันาสูตรและวธีิการใชชี้วภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis  
เพื่อควบคุมโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลี (DEVELOPMENT OF FORMULATION 
AND APPLICATION OF Bacillus subtilis FOR CONTROLLING  SOFT ROT 
DISEASE OF CHINESE MUSTARD) อาจารยท่ี์ปรึกษา : ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ณฐัธิญา  
เบือนสันเทียะ, 121 หนา้. 
 
การทดลองน้ี มีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาสูตรชีวภณัฑจ์ากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis สาย
พนัธ์ุ CaSUT007 (CaSUT007) เพื่อควบคุมโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลี (Brassica juncea) โดยท า
การพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมกับเช้ือ จ านวน 3 สูตร พบว่า สูตร molasses ผสม diamonium 
phosphate และ  yeast extract (MDY) มีป ริมาณ เช้ือ เพิ่ ม สู ง ท่ี สุ ด เท่ ากับ  1.30±0.16x109cfu.ml-1 
หลงัจาก 48 ชัว่โมง น าสูตรดงักล่าวไปพฒันาเป็นสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์แบบผงแห้งจากการพ่นฝอย 
(spray dry) ภายใตอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสม และใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการทดสอบวิธีการเพิ่มขยายในอาหาร
สูตรขยาย 3 สูตร พบวา่ สูตรท่ีสามารถเพิ่มปริมาณกลา้เช้ือไดสู้งท่ีสุดคือ สูตร MDY และท่ีกรรมวิธี
การเขยา่ทุก 6 ชัว่โมง จากนั้นทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยพบวา่ เช้ือสามารถเพิ่มปริมาณไดเ้ท่ากบั 
8.2×107 cfu.ml-1 จากการทดลองหาอตัราส่วนของสารชีวภณัฑท่ี์เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ  พบวา่
การใชส้ารชีวภณัฑสู์ตร SJN007 อตัราส่วน 0.5 กรัม ต่ออาหารขยาย 1 ลิตร สามารถเพิ่มปริมาณของ
เช้ือได ้1.7×108 cfu.ml-1 การทดสอบประสิทธิภาพการท าให้อาหารขยายปลอดเช้ือและลดอตัราการ
ปนเป้ือนจ านวน 5 กรรมวิธี พบว่า กรรมวิธีการเติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซลัไฟต ์(K2S2O5) ความ
เขม้ขน้  250 ppm ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นเล้ียงกลา้เช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีการปนเป้ือน
ของเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนเพียง 1.0±0.14×101 cfu.ml-1 เม่ือเทียบกบักรรมวิธีมาตรฐานคือ การน่ึงฆ่า
เช้ือท่ีไม่พบการปนเป้ือนจากเช้ือจุลินทรีย ์การเปรียบเทียบอตัราส่วนระหว่างกลา้เช้ือ (starter) กบั
อาหารสูตรขยายท่ีเติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซัลไฟต์ พบว่า อตัราส่วน 1:10 มีปริมาณเช้ือเท่ากบั 
1.47±0.86×108  cfu.ml-1 และเม่ือน าเช้ือท่ีผ่านการเพิ่มปริมาณจากกล้าเช้ือสูตรส าเร็จมาใช้ในการ
ควบคุมโรคเน่าเละท่ีเกิดจากเช้ือ Erwinia carotovara pv. carotovora ในผักกาดเขียวปลีพันธ์ุ  
MAX018 ในสภาพเรือนทดลอง จ านวน 9 กรรมวธีิ พบวา่ กรรมวิธีการคลุกเมล็ดและแช่รากดว้ยเช้ือ
ขยายจากกลา้เช้ือสูตร SJN007 อตัราส่วน 1:50 ร่วมกบัการฉีดพ่น 3 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10, 20 และ 
30 วนั สามารถควบคุมการเกิดโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีไดสู้งท่ีสุดอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
เท่ากบั 92 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ กรรมวิธีการควบคุมโรคดว้ยสารเคมี และสูตรส าเร็จ Bacillus 
ทางการคา้ ซ่ึงสามารถลดการเกิดโรคเน่าเละได ้เท่ากบั 69 และ 27 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั ยิ่งไปกว่า
นั้ นเม่ือน าตัวอย่างผกักาดเขียวปลีท่ีได้จากการทดลองในสภาพเรือนทดลองไปวิเคราะห์การ
เปล่ียนแปลงของสารชีวเคมีโดยใช้เทคนิค FT-IR spectroscopy พบว่า มีการเปล่ียนแปลงของสาร       
 ข 
ในกลุ่มไขมนัเพิ่มสูงข้ึนในกลุ่ม  lipid และ triglycerides (1739 cm-1)  กลุ่ม lipids (1460 cm-1) และ
กลุ่มของ amino acid และ fatty acids (1406 cm-1) และพบวา่มีปริมาณโปรตีน ß-sheet protein (1631 
cm-1)  amide I (1642 cm-1) และกลุ่ม amide II (1560 cm-1) มีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน และมีการสะสมของ 
pectin และ lignin จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นวา่ การใชชี้วภณัฑ์กลา้เช้ือสูตร SJN007 ท่ีผลิตจาก
เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน่าเละ
ใหก้บัผกักาดเขียวปลีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  
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The aim of this study was to develop formulation and application of Bacillus 
subtilis strain CaSUT007 to control soft rot disease in Chinese mustard (Brassica 
juncea).  The strain CaSUT007 was cultured in 3 different media. It was found that 
molasses supplemented with diamonium phosphate and yeast extract (MDY) gave the 
highest concentration of bacteria at 1.30±0.16x109 cfu.ml-1 after 48 hr. The CaSUT007 
was subsequently formulated into a spray dry starter formulation (JN007 bioproduct) 
under a suitable air temperature. Then, the JN007 starter was cultured in 3 different 
multiplication media, and the bacterial growth was monitored. It was found that the 
MDY medium gave the highest concentration of CaSUT007 cells at 8.2×107 cfu.ml-1 
after 24 h with twice shaking at 6 h. A suitable ratio of the JN007 starter to the 
multiplication medium was observed at 0.5 g per 1 liter, yielding the cell 
concentration of 1.7×108 cfu.ml-1 after  24 h. Five different decontamination methods 
were tested to reduce other microbial populations in the multiplication medium. It was 
found that 250 ppm of potassium metabisulfite could reduce the contamination 
significantly, having only 1.0±0.14×101 cfu.ml-1 of other contaminants compared to 
none when the standard autoclave was used. The ratio of multiplied culture and 
multiplication media was observed, and it was found that the ratio 1:10 gave maximum  
 ง 
bacterial cell at the concentration of 1.47±0.86×108 cfu.ml-1. The formulation was 
further tested for its induced resistance ability against soft rot bacterial pathogen, 
Erwinia carotovara pv. carotovora (ECC) in Chinese mustard, MAX018 cultivar 
under a greenhouse condition. The result revealed that seed soaking combined with 
root dipping and foliar spray at 10, 20 and 30 days after planting with  the 
multiplication culture of JN007 at the ratio 1:50 showed the significantly highest 
percentage of disease reduction at 92% compared  to those of the chemical and 
commercial Bacillus, which were only 69 and 27%, respectively. Biochemical 
component changes in the treated Chinese mustard leaves were analyzed at 7 days 
after the ECC challenged inoculation by FT-IR spectroscopy. The result revealed 
higher amount of lipid and triglycerides (1739 cm-1), lipids (1460 cm-1), amino acid and 
fatty acids (1406 cm-1), ß-sheet protein (1631 cm-1),  protein amide I (1642 cm-1), and 
amide II (1560 cm-1).The biochemical changes were suggested to associate with pectin 
and lignin accumulation, making the induced Chinese mustard more resistant to soft 
rot disease. Therefore, the starter formulation SJN007 of B. subtilis strain CaSUT007 
can be effectively used to reduce soft rot disease. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
School of Crop Production Technology  Student’s Signature__________________  
Academic Year 2016          Advisor’s Signature__________________                                              
